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© Vlrusantigen, Verf ahren zu seiner Gewtnnung und Anwendung in Diagnose und Therapie (Impfstoff). 

@ Die Erfindung betrifft eine Verfahren zur Gewinnung von 
Viren bzw. Vlrusantigen aus btologtschem Material, 
insbesondere K6rperflGssigkeiten, wobei man els 
Ausgangsmaterial eine fibronectinhaltige Korperflussigkeit 
oder ein mh Fibronecttn versetztes biologisches Material 
verwendet und das Virus bzw. das Virusamigen durch an sich 
bekannta Zerstdrung des Bindungsmechanismus, insbeson- 
dere durch spezielle Enzyme und/oder Detergenzien Oder 
durch Verdrangungsreaktionen oder Erhitzen freisetzt und 
gegebenenfalls aus der erhattenen Suspension die Viren bzw. 
das Virenantigen tsoliert und gewunschtenfalls in an sich 
bekannter Weise wetter reinigt sowie die so erhattenen Viren 
bzw. Antigene. insbesondere Non A-Non B-Hepatrtisvirus 
bzw. -virusamigen und dessen Anwendung zur HersteHung 
von Antik&rpem und zur immunologischen Diagnose von 
Non A- Non B-Hepatiiis sowie zur HersteHung von Impfstoff. 
AuQerdem betrifft die Erfinduno einen Diagnosekit zur Diag- 
nose von durch Fibronectin oder dessen BruchstOcken mas- 
klerten Viren bzw. Virusamigenon. 
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Die diagnostis;hen Schwierigkeiten beim Nachweis einer 
Viramie, d.h. der Nachweis freier Viren in zirkulierer.cen 
Blut sind bekannt. Mit Ausnahme weniger Virusir.f ek -icmer. , 
wie z.B. der Hepatitis B, gelingt der Nachweis freier 
Viren im Blut in der Regel nicht. 

Viele Erregerviren von Virus krankheiten sind bekannt und 
Diagnose und zum Teil Behandlung sind uber die cebildeten 
Antikorper moglich. Dagegen besteht iimer noch Unklarneit, 
ob bei der sogenannten Non A-Non B-Hepatitis iiberhaupt 
ein Virus als Erreger anzunehmen ist, da ein solches 
Virus bisher nie zweifelsfrei ide-tifiziert werden konnte. Deircernafl 
wax es aoch bis jetzt nicht moglich, gezielt AntLkorper fur die 
Diagnostik oder gar Impfserum zu gewinnen. 

Non A-Non B-Hepatitis erkrankungen sind in der Literatur 
ausfuhrlich und zahlreich beschrieben. Siehe z.B. 
Gerety R.J. Non A-Non B-Hepatitis, Academic Press, 
New York, 1981. 



" Ausaehend von der Feststellung, daB z.B. die Non A-Non 
B-Hepatitis hauptsachlich durch Blutderivate mit honem 
Fibronectingehalt ubertragen wird, wurde gefunden, daB 
25 Virusantigene bzw. Viren an Fibronectin gebunden und 
dadurch maskiert werden, was eine Erklarung fur die 
diagnostischen Schwierigkeiten, freie Antigene bzw. 
Viren im Blut nachzuweisen , bietet. 

30 Es wurde weiterhin gefunden, daB die Anreicherung oder 
• isolierung von Fibronectin und seinen Spaltprodukten 

aus dem zirkulierenden Blut und aus KOrperf ltlssigkeiten 

zur Gewinnung von Fibronectin-gebundenen Antigenen bzw. 

Viren und damit zur Gewinnung solcher Antigene bzw. 
35 Viren und zur Diagnostik der Viruserkrankung eingesetzt 

werden kann. 
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Fibronectin ist ein Glycoprotein mit einem Molekular- 
gewicht von 440.000 Dalton. Es wird in fast alien Korper- 
zellen produziert und insbesondere von Endothelzellen und 
anderen Hohlraume auskleidenden Zellen, sowie von Zellen 
des Bindegewebsaystems an den Zelloberf lachen abgelagert. 
Das Zelloberflachenglycoprotein unterscheidet sich gering- 
fugig von dem Fibronectin, das in Blut des Menschen zu 
finden ist. Synonyma fur Fibronectin sind: kalteunlosliches 
Globulin, opsonierendes Glycoprotein, Zelladhasions- 
faktor, zelloberf laehenprotein , Antigelatine-Faktor. 

Es ist heute bekannt, dafl Fibronectin als Ankerprotein fur 
Kollagene und weitere Bestandteile des Bindegewebes dient. 
Das AusmaB der Konzentration an der Zelloberf lache spielt 
eine Rolle fur die Ausbreitung von Tumorzellen. Fur 
klinisch-praktische Belange wichtig, hat sich gezeigt, 
daB Fibronectin im Blut als ein Hauptprotein der 9 p S onine 
die Phagozytose durch die Zellen des retikuloentothelialen 
Systems von Leber, Milz, Lunge und Knocheninark untersttttzt. 
Di- Bindung von Einzelstrang- und Doppelstrang-DNS , Hepann, 
Kollagen, Fibrin und dessen Spaltprodukten, Proteoglykanen, 
Zellen und Zelldetritus, sowie Staphylokokken an Fibronectin 
wurde beschriebens 

H- G. Klingemann: Fibronectin 

Die gelben Hefte (Behring XXII, 1982) S. 154 - 161 

G. Pott, P. Zttndorf, U. Gerlach, B. Voss, J. Rauten- 

berg: Die Bedeutung struktureller Glykoproteine, darge- . 

stellt am Beispiel der Fibronectine - biochemische Grund- . 

lagen und klinische Auswertung, Z. Gastroenterologie 

20 (1982) S. 649-658. 
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Die Bestiirunung von Fibronectin im Blut zur Diacnost-K 
verminderten Funktion des retikuloendothelialer. Syszerr.s 
und der therapsutische Einsatz von Fibronectin bei Sepsis 
und verzogerter Wundheilung finden zur 2eit Zincang ir. 
die Therapie. 

Bei Untersuchungen iiber die Fahigkeit von Fibrcneczin, 
andere Substanzen zu binden, hat sich,wie ervahnt ,iiber- 
raschenderweise gezeigt, daB Fibronectin an beszir.-r.nen 
Stellen des Molekuls auch verschiedene Virusantigene bzw. 
Viren bindet, z.B. Antigene der Hepatitisviren A und 5. 
Durch Spaltung des Proteins in Bruchstiicke und Analyse uh 
Hochdruck-Flussigkeitschromatographie konnten solche Pe?* 
namlich Kollagen nicht bindende Bruchstiicke des Fibronec 
mit erhfihter Bindungsfahgikeit fur verschiedene "Antigene 
bzw. Viren ,gefunden werden. 

Gereinigt.es Fibronectin und seine Bruchstiicke wurden niz 
gegebenenfalls radioaktiv markierter Virussuspension in- 
kubiert und in der Kalte mittels Zentrifugation sed intent 
Oberstand und Sediment wurden auf Radioaktivitat Oder, 
beim Einsatz nicht markierter Viren 

die einzelnen Fraktionen mittels radioinmunologischer 
Nachweisraethoden auf die Anwesenheit der eingesetzzen 
Viren untersucht. Die Verdrangun gS reaktion der an Fibro- 
nectin gebundenen Viren von ihrer Bindungsstelle war asi* 
anderen Viren, z. B. Hepatitisvirus A, moglich. 

Diese Versuche zeigten, daB verschiedene Viren, insbe- 
sondere Hepatitisviren, an Fibronectin bzw. an Spaltpro 
dukte von Fibronectin gebunden werden. Gleichzeitig er- 
gab sich, dafi ein Teil der Viren durch die Fibronectin- 
bindung derart maskiert wurde, dafi sie immunologisch 
nicht mehr (z. 3. durch die iiblichen Antiger.-Antikcrper 
Reaktionen) nachweisbar waren. 
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1 Die Freisetzung und Gewinnung von derart maskierten 
Antigenen bzw. Viren, insbesondere des Non A-Non B- 
Hepatitisvirus Oder jedenfalls des Antigens, bietet 
die Mfiolichkeit der Isolierung der Antigene bzw. Viren, 

5 der gezielten Ziichtung von Viren und Antikorpern, damit 
der Gewinnung von Irapfstof f einerseits und der An- 
wendung in der Diagnostik andererseits - 

Die Gewinnung und Freisetzung des Virus erfolgt aus 
10 Fibronectin von Vimstragern. Diese Methode kann aber 

nicht nur dazu benutzt werden, an Fibronectin gebundene 
Viren zu gewinnen, sondern Fibronectin das nicht von 
Viren besetzt ist kann auch benutzt werden, urn zum Bei- 
spiel aus dem Stuhl von Virustragern Viren zu binden 
15 und somit abzutrennen und dann zu gewinnen. Dies ist 

mit dem Prinzip der Af f ininitatschromatographie zu ver- 
gleichen. Die Zerstorung des Bindungsmechanismus erfolgt 
in an sich bekannter Weise, insbesondere durch spezielle 
Enzyme und/oder Detergentien Oder durch Verdrahgungs- 
20 reaktionen Oder Erhitzen. Als Beispiel ftir solche an sich 
bekannte Maflnahmen sei auf Zerstorung der Antigen/Anti- 
korperbindung (J. A. durch pH-Erniedrigung) oder einer 
Substrat/Rezeptorbindung verwiesen . 
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Die grundsStzlichen Verf ahrensschritte sind wie folgt : 

1a ) Anreicherung von Fibronectin aus Korperf liissigkeit , 
insbesondere Blutplasma, durch Kryoprazipitation, 
z.B. Zentrifugation von Plasma bei 0 -4 °C 

1b ) Reindarstellung von Fibronectin aus dem dabei er- 
haltenen Sediment 

Das Reinigungsverf ahren und die Anreicherung von 
Fibronectin durch Kryoprazipitation sind bekanrit. 



3 5 1c ) Gegebenenf alls Herstellung von Spaltprodukten aus 

Fibronectin (durch Proteasebehandlung , z. 3. mit 
Subcilisin) und Ermittlung derjenigen Spaltproduk- 
te, die Bindungsstellen ftir das gewunschte Virus 
enthalten. 



0 1 24896 



-5- 

Wie erwahnt laflt sich das Verfahren auch zur Isoiierur.g 
von Viren aus biologischem Material, wie z. 3. aus orunl 
anwenden, wobei dann folgende grundsatzliche Verf ahrer.s- 
schritte angewandt werdsn: 

A) Herstellung einer Kochsalzauf schwer.nung von Stur.i 
bzw. eines Gewebehomogenats ur.d Abzentrif ugierer. 
der groben Bestandteile (8000 g) , 

B) Zugabe von Fibronectin bzw. eines geeignecen Fibro- 
nectinburchstuckes zum Uberstand und Bindung von 

im Uberstand befindlichen Viren und/oder Virus - 
antigenen, 

C) Abtrennung des Fibronectins bzw. der Fibroneczin- 
bruckstiicke zusammen mit den hieran gebundenen Vi- 
ren und/oder Virus antigenen. 

Dieses Fibronectin bzw. die Bruchstiicke wercen vie ur.rer 
la ) und 1b ) erwahnt angereichert und gereinigr. Die wei- 
tere Aufarbeitung erfolgt wie unter 2 bis 5 angeruhrt. 

Die Gewinnung der Viren aus Fibronectin bzw. dessen 
Bruchstiicken gestaltet sich dann wie folgt. 

2a ) Zerstorung der Bindung zwischen Fibronectin bzw. 

Fibronectinbruchstuck und Virus durch Zugabe spe- 
zieller Enzyme und/oder Detergentien insbesondere 
rezeptorzerstorender Enzyme wie Neuraminidase 
oder Chymotrypsin oder gegebenenf alls durch Erhit- 
zen. 

2b ) Alternativ zu 2a ) Verdrangung der gebundenen Vi- 
ren mitt els anderer Viren, z. B. Hepatitis A-Vi- 
rus und/oder Substanzen, die urn dieselbe Fibro- 
nectinbindungsstelle konkurrieren . 

Daran kann sich eirie weitere Virusisolierung durch Ent- 
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1 fernung der bei den Schritten 2a ) oder 2b ) verwendeten 
Hilfsstoffe mittels Adsorptionsverf ahren oder mittels 
Trennverfahren nach Dichte, Molekulargewicht una Ladung 
der verschiedenen Substanzen und Viren anschlieBen, 

5 wie dies an sich bekannt ist. 

Aus der in den Verf ahrensschritten 2a ) und 2b ) erhalte- 
nen Virussuspension oder der gegebenenf alls gereinigten 
Suspension laSt sich das Virus nachweisen, und zwar 

10 

3a ) bevorzugt durch Virusantigen-Antikorper-Bindungs- 

reaktion oder 
3b ) alternate v durch Hamagglutinationsreaktionen. 

15 Das gereinigte Virus und/oder die Virusantigene konnen 
zum Nachweis von Antikorpern eingesetzt werden, also z. 
B. zur Diagnose einer Virusinf ektion. 

* 

4.1. a) Bevorzugt mittels Antigen-Antikorper-Bindungs- 
20 reaktionen, 

4.1.b) alternativ dazu mittels iJeutralisationsverf ahren. 

Der Nachweis von Antikorper gegen Virusantigene erf olgt 

25 5.1. a) bevorzugt durch Virusantigen-Antikorper-3in- 

dungsreaktionen oder 

5.1. b) alternativ dazu durch Neutralisationsverf ahren, 

d. h. die Aufhebung der Agglutination antigen - 
beladener Partikel oder eines cytopathogenen Effe! 
30 tes durch spezifische Antikorper. 

Das Virus und/oder die Virusantigene konnen dann 

5. 2. a) zur Erzeugung von Antikorpern mittels aktiver 

Immunisierung von Laboratoriumstieren , eingeserzt 
35 werden, also zur Gewinnung spezifischer Antikor- 

per fur diagnostische Zwecke. 
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5.2.b) weiterhin ist der Einsatz des abgetoteter. Virus 
und/oder der Virusantigene zur Erzeugung spezi- 
fischer Antikorper beirr. Menschen zur I-prunc 
moglich. Die Freisetzung and die Gewinnur.g des Vi- 
rus ermoglicht folgiich auch die Herstellung eir.er 
Vaczine . 

5.3 Die Spaltung der Fibronectin-virusbindung ermog- 
licht ein Diagnosekit zum Nachweis von r»askier-en 
Viren. 

Ein zum Nachweis von an Fibronectin gebundenen maskierten 
Viren geeigneter Diagnosekit enthalt zum Unterschied zu 
iiblichen Diagnosekits die (je nach Aufbau des Diagnosekits) 
prinzipiell nur markierte oder nicht markierte Antigene 
sowie markierte oder nicht markierte Antikorper gegen 
diese Antigene (Viren) enthalten, zusatzlich Reagentien, 
welche die Freisetzung der gebundenen Viren aus Fibro- 
nectin ermoglichen, so dafl sie erfaBt werden konnen. Die 
Gewinnung von Antigen durch Virusisolierung ge!=a3 den oben 
beschriebenen Verf ahrensschritten und nachfolgende Virus- 

zuchtung folgen dann in an sich fiir die Vac=ineherstellur.g 

bekannter Weise. 

Wie erwahnt ist das Reinigungsverf ahren und die Anreiche- 
rung von Fibronectin durch Kryoprazipitation bekannt. 

Nicht bekannt war die Bindung von Viren bzw. Antigene 

an Fibronectin durch Virusbindungsstellen in Fibrcnectin- 

molekiil und seinen Spaltprodukten , die Maskierung von Vi- 

■ ren bzw. Antigenen durch Bindung an Fibronectin und an 
Spaltprodukte von Fibronectin, so da S sie nicht mehr immu- 
nologisch nachweisbar sind sowie die Moglichkei-, ce- 
buncene Viren aus der Bindung rreizusetzen und scmit der 

i Einsatz des bekannten Reinigungsverf ahrens und der Anrei- 
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* cherung von Fibronectin durch Kryoprazipi tation in Kombi- 
nation mit einer Verdrangungsreaktion oder einer enzyma- 
tischen oder thermischen Abspaltung zur Isolierung von 
Viren bzw. Virusantigenen , 

5 die Moglichkeit zur Isolierung von Viren bzw. Virusanti- 
genen aus virusantigenhaltigen Suspensionen durch Zugabe 
von Fibronectin bzw. Fibronectinspaltprodukten und insbe- 
sondere, 

da nicht bekannt war, daB Non A-Non B-Hepatitis -Virus 
10 durch BIndung an Fibronectin und seine Spaltprodukte mas- 
kiert wird, die Gewinnung von Non A-Non B-Hepatitis-Virus- 
Suspensionen , also des bis jetzt nicht bekannten Virus und . 
somit des Antikorpers. 

15 Die inununologischen Testverf ahren und Diagnosekits sind 
grundsatzlich bekannt. Ein Testverf ahren zur Diagnose 
. von Non A-Non B-Hepatitis war bisher nicht bekannt, da 
der dazu erf orderliche Virus (= Antigen und samit auch der 
Antikorper) fehlte. Diese Diagnoseverf ahren und ein Test- 

20 kit dazu sind nun moglich. 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung. 



25 Beisoiel 1 

Obersicht uber den Verf ahrensablauf 

Es sind die einzelnen Schritte am Beispiel der Gewinnung 
von Fibronectin und Virus bzw. Antigen aus Blut aufeinan- 
30 derfolgend dargestellt: 

1. Blut wird mit 0,11 molarem Natrium-Citrat im Ver- 

haltnis 10:1 (Volumen zu Volumen) versetzt. 

35 2. Das Plasma wird durch Zentrif ugation (1000 g) ab- 

getrennt. 
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13. Es folgt die Kryoprazipi tation von Fibronectir. aus 

Blutplasma durch Zentr if ugation mit 2000 g bei 0°C. 



3a. Der Uberstand wird dekantiert. 

o 

3b. Das Sediment enthait angereichertes- Fibronec uicn . 

Es wird bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dabei 
geht das ausgefallene Kryoprazipitat wiecer in Lo- 
sung . 

10 

■4. Es folgt die Reinigung von Fibronectin und die Her- 

stellung von Fibronectinspaltprodukten , falls dies 
gewiinscht ist. 

15 4a. Das Kryoprazipitat wird auf einer das 20-fache Aus- 

gangsvolumen des Plasma enthaltenden Saule Ampholine 
(pH-Gradient 3 bis 9) aufgetragen und 90 Minuten 
bei 1500 V, 30 W elektrof okussierc Die bei pH 4,9 
konzentrierten Proteine werden gesamraelr; und 4 8 
Stunden gegen 0,1 M HaCl dialysiert. Die Konzentra- 
tion des Fibronectins in diesen Fraktioner. wird -it 
bekannten Methoden (Lasernepheiometrie , Maacini- 
Technik) bestimmt. 

25 4b. Die im Punkt 4. a) erhaltene vorgereinigte Fibro- 

nectinfraktion wird auf eine, das 4-fache Ausgangs- 
volumen an Plasma enthaltende Saule aufgetragen, die 
mit der Bromcyan-Methode gekoppelte Typ I Kollagen- 
Sepharose enthait. Diese Sepharose-Saule wurde zu- 
vor rait 0,05 H Tris-HCl, 0,1 M UaCl, 0,4 M Epsilon- 
Aminocapronsaure, • pH 7,6, aquilibriert . 
Die Elution der gebundenen Proteine erfolgt ir.it 1 M 
Kalium-Bromid, 0,05 M Tris-HCl, 0,025 M Epsilon- 
Aminocapronsiiure , pH 5,3. 



20 
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1 Die eluierten Proteine werden mittel Druckfiltra- 

tion eingeengt, der Fibronectingehalt mittels Laser- 
nephelometrie oder Mancini-Technik gemessen, die 
Reinheit mittels SDS Polyacrylamid-Elektrophorese 

5 nach bekannten Verfahren iiberpriift. Wie erwahnt, 

ist diese Arbeitsweise bekannt. 

4c. Zur Herstellung von Fibronectin-Spaltprodukten 

wird Fibronectin mit 1/100 des Gewichtsanteils Sub- 

10 tilisin (Carlsberg Typ VIII) in 0,01 M Tris-Puffer, 

pH 8,0, in Anwesenheit von 2 Trasylol, 0,02 M 
CaCl bei 37°C 60 Minuten verdaut. Nach Tieffrieren 
zur Beendigung der Enzymreaktion wird eine Menge von 
20 mg Fibronectin auf der unter 4.b) beschriebenen 

15 Kollagen-Sepharose getrennt, die nicht-kollagen- 

bindenden Bruchstiicke aus dem Durchlauf werden nach 
Konzentrierung durch Druckf iltration auf einer 
68 x 15 cm messende Saule Sephacryl 300 getrennt. 
Die Squilibrierung der Saule erfolgt mit 0,05 :i 

20 Tris-HCl, pH 7,6. Die f ibronectinbruchstuckhaltigen 

Fraktionen werden gesanmelt und in ublicher VJeise 
konzentriert. Die Proteinbestiiomung erfolgt nach 
Lowry. Die Bruchstiicke werden f lir die Virusbin- 
dungen einges e tz t . 
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Freisetzung und Gewinnung der gebundenen Viren: 



5. Die Losung, die entweder anger eichertes Fibronectin, 

gereinigtes Fibronectin oder Fibronectin-Spailtpro- 
30 dukte enthalt, wird 

5. a mit speziellen Enzymen, insbesondere Neuraminidase 
oder Chymotrypsin 
und/oder Detergentien, z. B. SDS 
35 versetzt oder auf S0°C (10 min) erhitzt und solcher- 

jnafien der Bindungsmechanismus zwischen Fibronectin 
und Virus zerstort. 
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b Alternativ dazu konnen angereichertes Fibronectin, 
gereinigtes Fibronectin oder Fibronectin-Spalt- 
produkte enthaltende Losungen mit Substanzen oder 
Viren, z. B. Hepatitis A-Virus , versetzt vercen, 
die urn die gleiche Virusbindungssrelle am Fibronec- 
tin konkurrieren. Dies fiihrt zu einer korr.oetitiven 
Verdrangung und damit Freisetzung von an Fibronectin- 
Bindungsstellen gebundenen Viren. 

Gewiinschtenfalls erfolgt die weitere Reinigung sol- 
cherart aus Fibronectin oder aus Fibronectin-Spalt- 
produkten f reigesetzter Viren und die Entfernung der 
zur Freisetzung eingesetzten Hilfsstoffe, wie Enzy- 
me, Detergentien oder Viren, mittels Dichtegradien- 
ten-Zentrifugation in einero Casium-Chlor id-Gradient 
nach bekannten Verf ahren. 

7. Die einzelnen Fraktionen des Gradienten werden 

a) eluiert, 

b) der en Dichte bestinunt und 

c) gegen 0,15 molares NaCl dialysiert. 

3. Der Nachweis der entsprechend iarer Dichte in den 
einzelnen Fraktionen enthaltenen Viren erfolgt 
mittels Antigen-Antikorper-Bindungsreaktionen. 

Die weiteren Beispiele erlautern Grundlagen der Gewinnung 
und Einzelschritte. 



Beispiel 2 

Nachweis der Virusbindunq an Fibro nectin-Antikoraerreak- 
tion durch Fibrone ctin und sei ne Spaltorodukte 



Mit Hepatitis-A-Virus-Antikorpern beschichtere Polystyrol-Sugeln 
wurcen in eine Hepatitis-A-Virus-Suspension eingebracht 
und die Biadung des Hepatitis-A-Virus in bekannter Weise 
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durch Zugabe von mit j-markiertem Hepati tis-A-Anti- 
korper nachgewiesen. Dieser radioimnuinologische Machweis 
von Kepatitis-A-Virus gelingt nicht mehr, wenn zur Virus- 
suspension Fibroneccin oder spezielle, narnlich Kol^agen 
nicht bindende Bruchstiicke des Fibronectins zugegeben 
wurden. Hingegen gelingt der radioimmunologische Machweis , 
wenn das Fibronectin bzw. die genannten Bruchstiicke nach 
bzw. vor der Antigen -Antikorper-Bindung mit dem Antikor- 
per in Kontakt gebracht werden. Das Fibronectin bzw. seine 
Bruchstuc-:e beeintrachtigen also nicht die Bindungsf ahigke 
des Anti> -pers,sie maskieren jedoch das Antigen, so dafi 
dieses n: t mehr vom Antikorper gebunden werden una dem- 
nach auc: nicht mehr radioimmunologisch nachgewiesen wer- 
den kann. 

Es wurde noch ein weiteres Virusantigen - Rotelnantigen - 
(der Firma Organon) auf Bindung und Maskierung im Hamag- 
glutinations-Hemmtest gepruft. Dieser in der Virologie 
iibliche H&nagglutinations-Hemmtest wird nach bekannten 
Verfahren durchgef uhrt. Besonders vorbehandel te Schaf- 
seryrhrozyten werden durch Zugabe von Virusantigen, in 
diesem Fall Rotelnantigen, agglutiniert . Diese Agglutina- 
tion kann verhindert werden, indent antikorperhaltice 
Seren vor Zugabe der Schaf serythrozyten mit dem Virus- 
antigen (Rotelnagglutinin) zusammengebracht werden. Die 
Bindung dieses Antigens an die Antikorper verhindert 
draufhin die Agglutinierung der Erythrozyten. Urn un- 
spezifische Hemmstoffe zu entfernen, werden die Seren 
zuerst an Caolin und Schaf serythrozyten adsorbiert. Die 
Zugabe von gleicherart adsorbiertem Fibronectin sowie 
auch von nicht-adsorbiertem Fibronetin oder dessen Spalt- 
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1 produkten zu Roteln- Agglutinin Oder zu nicht-antikoroer- 
haltigen Seren verhindert die rotelnantigensoezif ische 
Agglutination der Indikator-Erythrozyten . Entsprechende 
Kontrollen, die den AusschluS von Antikorpern und un- 

5 spezifischen Inhibitoren gewahrten, wurden curchgef iihrt. 



10 



Unspezif ischer Nachweis der Hepatitis-A- und Hepatitis -3- 

Virusantiaene mittels ihrer Binduna an Fibronecti n 

i - 

15 

Polystyrolkugeln 6,5 mm im Duchmesser wurden in eine 
Fibronectinlosung (30 Fibronec tin/ml, 0,1 M Carbonal- 
puffer pH 9,2) eingebracht und 16 Stunden bei Ziirjner- 
temperatur inkubiert. Nach ausgiebigem Waschen wurden 

20 die fibronectinbeladenen Kugeln mit 200 ul Hepatitis-A- 
Virus-Suspension inkubiert. Die Hepatitis-A-Virus- 
Suspension wurde im Radioimmunoassay auf die Anwesenheit 
von Hepatitis -A- Vir en aberpriift und zur Reinigung von 
Hepatitis- A- Vir en nach bekannten Verfahren (Siegel, G. 

25 und Frosner, G. f J. Virology 1978, 26, 40-47) eingesetzt. 
Nach Inkubation uber Nach bei Zimmertemperatur wurde die 
Hepatitis-A-Virus enthaltende -Stuhlsuspension mit phosphat- 
gepufferter physiologischer Kochsalzlosunc (versetzt mit 
0,05% Tween 20) ausgiebig gewaschen. Danach wurden 200 ul 

30 Tracer (radioaktiv J 1 25 -markierte Antikorper gegen Hepa- 

titis-A-Virus) zugegeben und weitere drei bis vier Stunden 
bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach dieser Inkubarions- 
zeit wurde der Tracer durch ausgiebiges .Waschen mit des- 

r 

tillierten Wasser entfemr und die auf den Kugeln gebundene Radio- 
35 aktivitat in einem 
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1 Gamma-Zahler gemessen. Als Kontrollen dienten unbeschichte- 
te Kugeln und gleicherart hergestellts Stuhlsuspensionen 
von Patienten, die keine Hepatitis-A-Viren im Stuhl auf- 
wiesen. 

5 

Der gleiche Ansatz erfolgte zum Nachweis der unspezif ischen 
Bindung von Hepatitis-B-Viren bzw. Hepatitis-B-Virusober- 
f l&chenantigen. Anstelle der A-Virus-Suspension wurden 
200 ul gereinigtes Hepatitis-B-Surf ace-Antigen (konunerziell 
10 erhaltlicher gereinigter Impfstoff der Firma LABAZ) Oder 
bekannte Hepatitis-B-Virus haltige Seren eingesetzt. 



15 

Beispiel 3 

Gewinnung virusbindender Fibronectinbruchstiicke 

20 

Fibronectin kann enzymatisch mit Subtil isin in mehrere 
Bruchstiicke gespalten werden. Bruchstiicke, die Slndungs- 
stellen fur Kollagen enthalten, erwiesen sich als unge- 
eignet fiir die Bindung von Hepatitisvirusantigenen. Die 

25 fur die Virusbindung ungeeigneten , d. h. die kollagen- 
bindenden Bruchstiicke, lassen sich in einfacher Weise 
durch Adsorption an Kollagen-Sepharose abtrennen- Die vi- 
rusbindenden Bruchstiicke werden in bekannter Weise durch 
chromatographische Methoden nach Molekulargewichten ge- 

30 trennt. Die hierbei gewonnenen Bruchstiicke weisen Moleku- 
largewichte zwischen 10.000 und 100.000 auf. 



35 
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1 Beisoiel 4 

,■.„,..,-„„,„ von ,n ribr Me rtln qebundenen Viren 

Die Freisetzung von an Flbronectin gebur.denen, Mpatitls- 
5 virusantigen konnte durch Zugabe von r«ept 0 rzerstor.n- 
den Enzy-en Neuraminidase, Chymotrypsin! durch Veroran- 
gungsreaktionen Oder durch Erhitzen erreicht werden Spe- 
ziell be« gesuchten t ,o„-A-Non-B-Virusantigen <bzv . der 
mit H on-A-Non-B-Hepatitis assoziierten Substanzl konnte 
10 eine besonders exfektive Freisetzung durch zugabe von 

Heuraminidase tdas sogen. receptor destroying enzyme, so 
wie durch einfaches Erhitzen auf 80'C .10 -in, 
lerden. Fur das Bepatitis-A-virus ist die Freisetzung durch 
Erhitzen nicht g.eignet. da die ».tl^nitlt dl— Vx«. 
15 bei diesen reiativ hohen Te*peraturen zerstcrt wird, glei 
cherma.en ist auch bei» Hepatitis-A-virus Chymotrypsin^ 
nicht far die Freisetzung geeignet, da dieses dx. 
Antigeneigenschaften des Bepatitis-A-viru, , zers or Be 
dingt geeignet fur die Freisetzung des Hepatr-s vi 
20 Antigen ist Seuraminidase. Zusammenf assend k.nn man fest 
20 Antigen prpisetzur.asaeuoae 
halten, daB die jeweils geeignete ' r * l% * M ' 
nach spezifischen viruseigenschaf ten (Hitzes.a^^. 
nacn spe Stabilitat geger.uoer 

Saurestabilitat, GroBe, Hville, ^ 
Enzymen und Detergentien) ausgewahlt werden »ufi . 



25 



Beispiel 5 

P^^^ ^p-r Virussuspension 



30 



35 



„ ^ OT - virusantigene vorliegende 
Di e nach der Freisetzung der Virus g ^ 

Suspension enthalt in, allgemeinen neben - 
bronectin Oder Fibronectinbruchstucke Oder <""^- 
Fibronectin sov,ie die zur Freisetzung >^ 

,z. B. Neuraminidase,. Eine Isolierun, des 
us dieser Suspension Oder eine Abtrennung .» ender 

Substanzen ist nur dann errorderiich. wenn soiche Sub 
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stanzen bei Nachf olgereaktionen (z. B. Antigen-Ant ikorpe.r- * 
reaktionen) storen. Eine solche Reinigunc erfolgt nach 
bekannten Methoden. Beispielsweise kann denacuriertes 
Fibronectin durch Zentrif ugieren aus der Virussuspension 
entfernt werden. Eine weitergehende Reinigunc .kann durch 
chromatographische Trennung oder durch Gradientenzentr i- 
f ugation erf olgen. 

Beispiel 6 

Maskierung von Virusantigen • durch Fibronectin 

* 

Soweit festgestellt werden konnte # werden nicht alle ge- 
bundenen Virusantigene maskiert. Dies gilt insbesondere 
fiir das Hepatitis-BHDberf lachenantigen , das sich im Gegen- 
satz zum (maskierten) Hepatitis -A-Antigen im fibronectin- 
haltigen Serum nachweisen lafit. Wie das Hepatitis-A-Virus- 
antigen wird auch das Non-A-Non-3-Virusantigen (bzw. das 
mit Non-A-Non-B-Hepatitis assoziierte Partikel) durch Fi- 
bronectin maskiert. Die Maskierung von Hepatitis-A-Viren 
verhindert nicht , dafl sie als Antigene wirksam werden, wie 
aus der 3ildung spezifischer Antikorper gegen Hepa-itis-A- 
Virusantigene f olgt . 



Beispiel 7 

Beweis fur die Freisetzung von Non-A-Non-B-Hepatitis-Virus 
antiaenen aus Fi bronectin 

Ein direkter Beweis 'fiir die Freisetzung des Non-A-Non-3- 
Virusantigens aus Fibronectin konnten nur durch eine Infi- 
zierunq aeeigneter Tierc mittels der f reigesetzten Substanz 
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1 bzw durch die Erzeugung von einer son-A-Hon-B-Hepatitis- 
Infektion verhindernden Antikorpern erbracht werden. Die 
Diagnose der Infektion von Tieren durch Hon-A-Non-B- 

Hepatitis-Virus erfolgt durch den morphoiogischen -Jach- 
5 weis von Leberzellnekrosen und entziindlichen Infiltraten 
(histologischer Nachweis) , den klinisch chemischen Nacn- 
weis anhand des Anstieges leberspezif ischer Enzyme i* Se- 
rum sowie den gleichzeitigen AusschluB anderer Lebererkran- 
kungen, insbesondere den AusschluB von Hepatitis A und He- 
10 patitis B. 

E i„ indirefcter Beweis far die Freisetzung des ■«-*■*»* 
Hepatitis-Virus wurde bei den Ontersuohungen in founder 

Weise erbracht: 

15 to s,ehe»d von den Ob^legungen. daB Ho„-A-.=n- a -Vir^ i, 
Blul in xreier Fore eittels den ublichen Testxetnoden aat 

K-i«=h»i- nicht nachgewiesen werden konnnen 
Radioimmunoassay bisher nicnc y 

^ daB die Hauii^eit der Infection bei Gaben von Plasma 
20 Terivaten in dieter Korrelation nit de» Fibronect^ngenalt 
d/r verw.ndten Piaseaderivate bei parenterai 
«on-A- S on-B- H eoatitis stand, warden -fibronectmf re ie b» 
logische FlUssigfceiten auf die *n-«s.nheit von 
untersuont. die .it einer ^-.^on-B-Hepat^s 
25 gen. Die Ausscheidung von Vxren in verscn 

sigkeiten, Sekrete und Exkrete 1st bekannt und wxrd » der 
sigkeiten, s« ^tnaesetst (Virusnachweis 

Virologie zum Nachweis von Viren eingeset- 

im Speichel, Stuhl usw.). 

30 Annand von Uber 3000 untersuchungen an "tienten _mi< : spo- 
radischer und parenteral erworbener -~P 
sowie an gesunaen KontroUoersonen und Patienten . die an 
sowie n~ ^^vhpiten anderer Gene- 

anderen Virushepatitiden und Leberkrankheiten 
dU Verlaure der don- 

se litten, konnte gezeigt werden. daB im Mhronectin . 

.11 cnh?tan: im fibronectin 
35 A-Non-B-Hepatitis eine spezielle Substan- A ,^ r 
oo « w«« - r Nachweis dieser 

freien Stuhlfiltrat nachzuweisen xst. ^ 
ubstan: fcorreiiert .it der Minischen Diagnos, > 
B-Hepatitis. Dieses .it S on-*-»on- B -Hep«itiS assoziiert. 
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Partikel wurde hinsichtlich seiner chemischen una physika- 
lischen Eigenschaf ten untersucht. Dazu wurden Stabilitat 
gegen organische Losungsmittel , Hitzeinakti vierurx , Sta- 
bilitat gegeniiber verschiedenen Detergent isn , Dichtegra- 
dientenzentrifugation im Casiumchloridgradienten und 
Saccharosegradienten durchgef uhrt . Dieses Partikel laflt 
sich in gleicher Art wie das Hepatitis -A-Virus durch Fibro- 
nectin maskieren und kann auch durch Zugabe von Hepatiris- 
A-Viren aus seiner Bindung vom Fibronectin vercrangt wer- 
den. Entsprechend ist sein Verhalten gegenxiber eiveiBab- 
bauenden Enzymen und organischen Losungsmitteln. Entspre- 
chend seinem Sedimentationsverhalten handelt es sich urn 
stabiles partikulares Material ahnlich einem Virus, das 
zudem mit einer jahreszeitlichen Haufunc in den Winter- 
monaten und Fruhjahrsmonaten ausgeschieden wire. 

Methocik: 1:10 (G/V) verdSnnte Stuhl suspension von Patienzen 
mit NANB-Hepatitis wurden nach zweimaliger Fallung mit 10% 
PEG-6000 und Freun-Extraktion mit DNase, RNase und Sarcosyl 
(1%ic) inkubiert. Das Sediment wurde auf einem Casium- 
chloridgradienten mit einer Dichte von 1,2 bis 1,4 (g/ir.l) 
aufgetragen und 6,24 und 42 h zentrif ugiert {30.000 RP>!) . 
Die positiven Fraktionen wurden im Saccharose-Gradienten 
von (5-30%) weiter gereinigt (40.000 RPM) und mittels 
SDS-PAGE analysiert. Die Stabilitat gegeniiber Enzyinen 
und Detergenzien wurde mit Chymotrypsin, Trypsin, Elastase, 
Papain, Pepsin, Pronase, DNase, RNase, Neuaminidase und 
SDS untersucht- Die Hitzestabilitat wurde uber einen Be- 
reich von 37°C bis 100°C gepriift. Je 50 *ig Protein pro ml 
der Substanz wurden zusammen mit kompletten Freund'schen 
Adjuvanz zum Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Die 

Oberpriifung der Bindungsaf f initat der Substanz e^olqte 
125. 

nach J-Markierung und Inkubation mit normalem mensch- 
lichen Serum und anschliefiender chroma toaraphischer 
Trennung (3iogel Ac 34). 
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Ergebnisse: Ein Hauptpeak der Substanz fand sich konstant 
bei einer Dichte von 1,25 bis 1,26 (g/ml) . In der SDS- 
PAGE stellten sich zwei Polypeptide rait einem Molekular- 
gewicht bei 40.000 D dar. Die 1 25 - J-markierte Subsranz 
zeigte eine starke Affinitat gegen alle chromatogra- 
phisch trennbaren Serumfraktionen . Pronase-, Papain- una 
Pepsinbehandlung sowie Zusatz von 0,1% SDS zerstorte die 
Bindungsaffinitat des gereinigten Materials, das sich 
gegeniiber den anderen Enzymen sowie gegenuber einer Er- 
hitzung auf 70°C ttber 4.5 Min. als stabil erwies. Die 
mit der Substanz inununisierten Kaninchen bildeten spezi- 
fische AntikSrper. 



15 
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Bei prospektiver Untersuchung zur Frage einer posttransfusionaren 
Heoatitis unter Einschlufl einer Untersuchung des Stuhls auf das 
Vo'rhandensein einer der Hepatitis NANB assozierten Substanz 
wurde bei einer Reihenuntersuchung f estgestellt, da3 21% der 
Patienten im Stuhl positiven Befund zeigten, von denen 63s 
manifest an einer HeDatitis erkrankten. Weitere .25% enc*ickalten 
bis zum Stichtag einen Anstieg der Gamma-GT. Nur bei 5,5% 
liefien sich keine Veranderungen feststellen. Somit ist aus 
der Sicht eines positiven Tests eine der Hepatits 
assozierten Substanz im Stuhl zu 97,5% der FSlle mit einer 
vermutlich inf ektionsbedingten Leber schadigung zu rechraen, 
falls eine Transfusion vorausgeht. Die Gesamtzahl n der 
Patienten, bei denen eine geniigend lange Dauer nach der Trans- 
fusion vorlag, demgem&B eine dem Studienziel entsprechende 
Diagnose gestellt werden konnte, betrug 38. 
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1 Eine weitere Anwendungsmdglichkeit des Verfahrens der Er- 
findung besteht in einer Abanderung wobei das Fibronectin 
aus dem Blutplasma vor Freisetzung des Virus bzw. Antigens 
entfernt und so ein virusfreies Blutplasma erhalten wird. 
5 Diese Modifikation ist noch v;ichtiger bei der Herstellung 
von Blutplasmaf raktionen, z-B. Gammaglobulin oder Faktor 8. 
Bei der iiblichen Herstellung solcher 3lutplasmaf raktionen 
findet eine gewisse Anreicherung von Fibronectin statt und 
die Entfernung des Fibronectins entfernt gleichzeitig alle 
10 Viren bzw. bindungsf ahige Antigene, so daB virenfreie 
Plasmaf raktionen erhalten werden. 



Der Ausdruck "Fibronectin" , wie er hier verwendet wird, 
bezieht sich insbesondere auf menschliches Fibronectin 
und auf das Fibronectin von Primaten allgemein. Da 
Fibronectin artspezif isch ist, konnen Onterschiede be- 
st immter aktiver Gruppen der Fibronectinstruktur auf- 
treten die die Bindungsf ahgikeit fur Viren, insbesondere 
Non-A-,Non-B-Virus bzw. die entsprechenden Antigene, 
nicht auftreten lassen- Im Lichte der obigen Beschreibung 
kann dies jedoch von Fall zu Fall bestiirjnt werden, wenn 
mit einem anderen Fibronectin als dem von Prinaten ge- 
arbeitet werden soli. 



30 



35 



01 24896 



-1 - 



Patentansorucne 



Verfahren zur Gewinnung von Viren bzw. Virusantigen 
aus biologischem Material, insbesondere Korperf lussig- 
keiten, d a d u r c h gekennzeichnet , daft man als Aus- 
gangsmaterial eine f ibronectinhaltige Korperf liissigkeit 
Oder ein mit Fibronectin versetztes biologisches Mate- 
rial verwendet und das Virus bzw. das Virusantigen durch an sich 
bekannte Zerstorung des Bindungsnechanismus , insbesondere durch 
spezielle Enzyme urid/oder Detergenzien oder durch Ver- 
drangungsreaktionen oder Erhitzen f reisetzt und gegebenen 
falls aus der erhaltenen Suspension die Viren bzw. das 
Virenantigen isoliert und gewiinschtenf alls in an sich 
bekannter Weise weiter reinigt. 

. Verfahren nach Anspruch 1 , d a d u r c h gekenn- 
zeichnet, daB man statt Fibronectin Fibronectinbruch- 
stiicke, die zur Bindung von bestimmten Viren bzw. Viren- 
antigen befahigt. sind, einsetzt. 

3 verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man Non A -Non B-Hepatitisvirus bzw. 
-virusantigen aus Fibronectin oder dessen Bruchstucken 
gewinnt* 

4 verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

' dadurch gekennzeichnet, daB man als KSrperf liis- 
sigkeit Blut oder als biologisches Material ein Stuhl- 
homogenisat verwendet. 

5 verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche . 
"dadurch gekennzeichnet, daB man die Freisetzung 

des Virus bzw. des Virusantigens mit Neuraminidase ode 
Chvmotrypsin durch fiihrt. 

m 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , daS man die Freisetzunc 
des Virus bzw. Virusantigens durch Erhitzen durch- 
fiihrt. 

Non A-Non B-Hepati tisvirus bzw. V irusantigen . in Suspen- 
sion, wie sie bei der Gewinnung aus 'Fibronectin oder 
dessen Bruchstucken anfallt oder in isoliertem Zustand, 
gegebenenf alls nach Reinigung. 

Anwendung des Non A-Non B-Hepatit is virus bzw. des 
-virusantigens nach Anspruch 7 zur Herstellung von 
AntikSrpern und zur iimnunologischen (Labor) Diagnose 
von Non A-Non B-Hepatitis sowie zur Herstellung von 
Impfstoff. 



Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 
6, insbesondere Anspruch 4 fur Screening-Tests , insbe- 
sondere zur Friiherkennung von Vireninf ektionen durch 
Stuhluntersuchung, insbesondere fur Posttrans f us ions- 
Hepatitis- 

Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur Gewinnung 
von virus- bzw. antigenf reien Blutplasmaf raktionen durch 
Entfernen des Fibronectins mit dem daran gebundenen Virus 
oder Antigen aus dem Plasma vor der Freisetzung des Virus 
bzw. Virusantigens. 
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1 i. Diagnosekit zur Diagnose von durch Fibronektin 

oder dessen Bruchstucken maskierten Viren bzw. Virenan- 
tigenen, enthaltend neben markierten 
5 Antigenen sowie markierten una nicht markierten spezi- 

fischen Antikorpern gegen diese Antigene zusatzlich 
Reagenzien, welche die Freisetzung der gebundenen Viren 
bzw. Virenantigene aus Fibronektin Oder dessen Bruch- 
stiicken ermoglichen. 

12. Diagnosekit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , 
daa'zur Freisetzung von gebundenem Virus bzw. Antigen 
Neuraminidase oder Chymotrypsin und gegebenenf alls 
Kollagen-Sepharosefilter enthalten sind. 

15 
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Beschreibung 

Die diagnostischen Schwierigkeiten beim Nach- 
weis einer Viramie, d.h. der Nachweis freier Viren 
im zirkulierenden Blut sind bekannt. Mit Ausnah- 
me weniger Virusinfektionen, wie z. B. der Hepati- 
tis B, gelingt der Nachweis freier Viren im Blut in 
der Regel nicht. 

Viele Erregerviren von Viruskrankheiten sind 
bekannt und Diagnose und zum Teil Behandlung 
sind uber die gebildeten Antikdrper moglich. Da- 
gegen besteht immer noch Unklarheit, ob bet der 
sogenannten Non A-Non B-Hepatitis uberhaupt ein 
Virus als Erreger anzunehmen ist t da ein solches 
Virus bisher nie zweifelsfrei identifiziert werden 
konnte. DemgemaB war es auch bis jetzt nicht 
moglich, gezielt Antikdrper fur die Diagnostik Oder 
gar Impfserum zu gewinnen. 

Non A-Non B-Hepatitiserkrankungen sind in der 
Literatur ausfuhrlich und za hi retch beschrieben. 
Siehe z.B. Geretry R.J. Non A-Non B-Hepatitis, 
Academic Press, New York, 1981. 

Ausgehend von der Feststellung, daB z.B. die 
Non A-Non B-Hepatitis hauptsachlich durch Blut- 
derivate mit hohem Fibronectingehatt ubertragen 
wird, wurde gefunden, daB Virusantigene bzw. 
Viren an Fibronectin gebunden und dadurch mas- 
kiert werden, was eine Erkiarung fur die diagnosti- 
schen Schwierigkeiten, freie Antigene bzw. Viren 
im Blut nachzuweisen, bietet 

Es wurde weiterhin gefunden, daB die Anreiche- 
rung oder lsolierung von Fibronectin und seinen 
Spaltprodukten aus dem zirkulierenden Blut und 
aus Korperflussigkeiten zur Gewinnung von Fibro- 
nectin-gebundenen Antigenen bzw. Viren und da- 
mit zur Gewinnung solcher Antigene bzw. Viren 
und zur Diagnostik der Viruserkrankung einge- 
setzt werden kann. 

Fibronectin ist ein Glycoprotein mit einem Mole- 
kulargewicht von 440 000 Dalton. Es wird in fast 
alien Korperzelien produziert und insbesondere 
von Endothelzellen und anderen Hohlraumen aus- 
kleidenden Zeilen, sowie von Zellen des Bind eg e- 
webssystem an den Zelloberfiachen abgelagert 
Das Zelloberflachenglycoprotein unterscheidet 
sich geringfugig von dem Fibronectin, das im Biut 
des Menschen zu finden ist Synonyma fOr Fibro- 
nectin sind: kalteunldstiches Globulin, opsonie- 
rendes Glycoprotein, Zelladhasionsfaktor, Zell- 
oberfiachen protein, Antige latin e-Faktor. 

Es ist heute bekannt, daB Fibronectin als Anker- 
protein fur Kollagene und weitere Bestandteile 
des Bindegewebes dient. Das AusmaB der Kon- 
zentration an der Zelloberflache spielt eine Rolle 
fur die Ausbreitung von Tumorzellen. Fur klinisch- 
praktische Belange wichtig, hat sich gezeigt, daB 
Fibronectin im Blut als ein Hauptprotein der Opso- 
nine die Phagozytose durch die Zellen des retiku- 
loendothelialen Systems von Leber, Milz, Lunge 
und Knochenmark unterstutzt. Die Bindung von 
Einzefstrang- und Doppelstrang-DNS, Heparin, 
Kollagen, Fibrin und dessen Spaltprodukten, Pro- 
teoglykanen, Zellen und Zel I detritus, sowie Sta- 
phylokokken an Rbronectin wurde beschrieben: 

H.G. Klingenmann: Fibronectin 



Die gelben Hefte (Behring XXII, 1982), S. 
154-161 

G. Pott, P. Zundorf, U. Gerlach, B. Voss, J. Rau- 
tenberg: Die Bedeutung strukturelier Glykoprotei- 
s ne, dargestelit am Beispiel der Fibronectine - 
biochemische Grundlagen und klinische Auswer- 
tung, Z. Gastroenterologie 20 (1982) S. 649-658. 

Die Bestimmung von Fibronectin im Blut zur 
Diagnostik der verminderten Funktion des retiku- 
to loendothelialen Systems und der therapeutische 
Einsatz von Fibronectin bei Sepsis und verzoger- 
ter Wundheilung finden zur-Zeit Eingang in die 
Therapie. 

Bei Untersuchungen uber die Fahigkeit von Fi- 

is bronectin, andere Substanzen zu binden, hat sich, 
wie erwahnt, uberraschenderweise gezeigt, daB 
Fibronectin an bestimmten Stellen des Moiekiils 
auch verschiedene Virusantigene bzw. Viren bin- 
det, z.B. Antigene der Hepatitisviren A und B. 

20 Durch Spaltung des Proteins in Bruchstucke und 
Analyse uber Hochdruck-Flussigkeitschromato- 
graphie konnten solche Peptide, namlich Kollagen 
nicht bindende Bruchstucke des Fibronectins mit 
erhohter Bindungsfahigkeitfur verschiedene Anti- 
gene bzw. Viren, gefunden werden. 

Gerefnigtes Fibronectin und seine Bruchstucke 
wurden mit gegebenenfalls radioaktiv markierter 
Virussuspension inkubiert und in der Kalte mittels 
Zentrifugation sedimentiert Oberstand und Sedi- 

30 ment wurden auf Radioaktivitat oder, beim Einsatz 
nicht markierter Viren die einzelnen Fraktionen 
mittels radioimmunologischer Nachweismetho- 
den auf die Anwesenheit der eingesetzten Viren 
untersucht Die Verdrangungsreaktion der an Fi- 

3s bronectin gebundenen Viren von ihrer Bindungs- 
stelie war mit anderen Viren, z.B. Hepatitisvirus 
A, moglich. 

Diese Versuche zeigten, daB verschiedene Vi- 
ren, insbesondere Hepatitisviren, an Fibronectin 

40 bzw. an Spaltprodukte von Fibronectin gebunden 
werden. Gleichzeitig ergab sich, daB ein Teil der 
Vtren durch die Fibronectinbindung derart mas- 
kiert wurde, daB sfe immunofogisch nicht mehr 
(z.B. durch die ubliche Antig en-Ant! kdrper-Reak- 

45 tionen) nachweisbar waren. 

Die Freisetzung und Gewinnung von derart 
maskterten Antigenen bzw. Viren, insbesondere 
des Non A-Non B-Hepatitisvirus oder jed entails 
des Antigens, bietet die Moglichkeit der lsolierung 

so der Antigene bzw. Viren, der gezielten Zuchtung 
von Viren und Antikdrpern, damit der Gewinnung 
von Impfstoff einerseits und der Anwendung in der 
Diagnostik andererseits. 
Die Gewinnung und Freisetzung des Virus er- 

55 folgt aus Fibronectin von Virustr§gern. Diese Me- 
thode kann aber nicht nur dazu benutzt werden, an 
Fibronectin gebundene Viren zu gewinnen, son- 
dern Fibronectin das^nicht von Viren besetzt ist 
kann auch benutzt werden, urn zum Beispiel aus 

eo dem Stuhl von Virustragern Viren zu binden und 
somit abzutrennen und dann zu gewinnen. Dies ist 
mit dem Prlnzip der Affinitatschromatographie zu 
vergleichen. Die Zerstorung des Bindungsmecha- 
ntsmus erfolgt in an sich bekannter Weise, Insbe- 

65 sondere durch spezielle Enzyme und/oder Deter- 
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gentien oder durch Verdrangungsreaktionen Oder 
Erhitzen. Als Beispiel fur solche an sich bekannte 
MaBnahmen sei auf Zerstorung der Antigen/Anti- 
korperbindung (z.B. durch pH-Erniedrigung) oder 
einer Substrat/Rezeptorbindung verwiesen. s 

Die grundsatzltchen Verfahrensschritte sind wie 
folgt: 

1a) Anreicherung von Fibronectin aus Korper- 
flussigkeit, insbesondere Biutplasma, durch Kryo- 
prazipitation, z.B. Zentrifugation von Plasma bei w 
0-4 °C 

1b) Reindarstellung von Fibronectin aus dem 
dabei erhaltenen Sediment 

Das Reinigungsverlahren und die Anreicherung 
von Fibronectin durch Kryoprazipitation sind be- is 
kannt. 

1c) Gegebenenfalts Herstellung von Spaltpro- 
dukten aus Fibronectin (durch Proteasebehand- 
lung, z.B. mit Subtilisin) und Ermittlung derjeni- 
gen Spaitprodukte, die Bindungsstelien fur das 20 
gewunschte Virus enthalten. 

Wie erwahnt Ia6t sich das Verfahren auch zur 
Isolierung von Viren aus biologischem Material, 
wie z.B. aus Stuhl anwenden, wobei dann folgen- 
de grundsatzliche Verfahrensschritte angewandt 25 
werden: 

A) Herstellung einer Kochsalzaufschwemmung 
von Stuhl bzw. eines Gewebehomogenats und Ab- 
zentrifugieren der groben Bestandteile (8000 g), 

B) Zugabe von Fibronectin bzw. eines geeigne- so 
ten FibronectinbruchstGckes zurn Oberstand und 
Bindung von im Oberstand befindlichen Viren und/ 
oder Virusantigenen, 

C) Abtrennung des Fibronectins bzw. der Fibro- 
nectinbruchstucke zusammen mit den hieran ge- 3$ 
bundenen Viren und/oder Virusantigenen. 

Dieses Fibronectin bzw. die Bruchstucke wer- 
den wie unter 1a) und 1b) erwahnt angereichert 
und gereinigt Die weitere Aufarbeitung erfolgt 
wie unter 2 bis 5 angefuhrt 40 

Die Gewinnung der Viren aus Fibronectin bzw. 
dessen Bruchstucken gestaltet sich dann wie folgt 

2a) Zerstorung der Bindung zwischen Fibronec- 
tin bzw. FibronectinbruchstQck und Virus durch 
Zugabe spezieller Enzyme und/oder Detergentlen 45 
insbesondere rezeptorzersto render Enzyme wie 
Neuraminidase oder Chymotrypsin oder gegebe- 
nenfalts durch Erhitzen. 

2b) Alternativ zu 2a) Verdrangung der gebunde- 
nen Viren mittels anderer Viren, z.B. Hepatitis so 
A-Virus und/oder Substanzen, die um dieselbe 
Fibronectinbindungsstelle konkurrieren. 

Daran kann sich eine weitere Virusisolierung 
durch Entfernung der bei den Schritten 2a) oder 
2b) verwendeten Hilfsstoffe mittels Adsorptions- ss 
verfahren oder mittels Trennverfahren nach Dich- 
te, Molekulargewicht und Ladung der verschiede- 
nen Substanzen und Viren anschlieBen. wie dies 
an sich bekannt ist. 

Aus der in den Verfahrensschritten 2a) und 2b) so 
erhaltenen Virussuspension oder der gegebenen- 
falls gereinigten Suspension la8t sich das Virus 
nachwelsen, und zwar 

3a) bevorzugt durch Virusantigen-Antikdrper- 
Bindungsreaktion oder « 



3b) alternativ durch Hamagglutinationsreaktio- 
nen. 

Das gereinigte Virus und/oder die Virusantige- 
ne konnen zum Nachweis von Antikorpern einge- 
setzt werden, also z.B. zur Diagnose einer Virus- 
infektion. 

4.1. a) Bevorzugt mittels Antigen-Antikdrper-- 
Bindungsreaktionen, 

4.1. b) alternativ dazu mittels Neutralisations- 
verfahren. 

Der Nachweis von Antikdrper gegen Virusanti- 
gene erfolgt 

5.1.a) bevorzugt durch Virusantigen-Antikorper- 
Bindungsreaktionen oder 

5.1. b) alternativ dazu durch Neutralisationsver- 
fahren, d.h. die Aufhebung der Agglutination anti- 
genbeladener Parti ke I oder eines cytopathogenen 
Effektes durch spezifische Antikdrper. 

Das Virus und/oder die Virusantigene konnen 
dann 

5.2-a) zur Erzeugung von Antikorpern mittels 
aktiver Immunisierung von Laboratoriumstieren, 
eingesetzt werden, also zur Gewinnung spezift- 
scher Antikdrper fur diagnostische Zwecke. 

5.2. b) Weiterhin ist der Einsatz des abgetdteten 
Virus und/oder der Virusantigene zur Erzeugung 
spezifischer Antikdrper beim Menschen zur Imp- 
fun g moglich. Die Freisetzung und die Gewinnung 
des Virus ermoglicht folgiich auch die Herstellung 
einer Vacztne. 

5.3 Die Spaltung der Fibronectin-Virusbindung 
ermoglicht ein Diagnosekit zum Nachweis von 
maskierten Viren. 

Ein zum Nachweis von an Fibronectin gebunde- 
nen maskierten Viren geeigneter Diagnosekit ent- 
haltzum Unterschied zu Gblichen Diagnosekits die 
(je nach Aufbau des Diagnosekits) prinzipiell nur 
markierte oder nicht markierte Antigene sowie 
markierte oder nicht markierte Antikdrper gegen 
diese Antigene (Viren) enthalten, zusatzliche Rea- 
gentien, welche die Freisetzung der gebundenen 
Viren aus Fibronectin ermdglichen, so daB sie 
erfaBt werden konnen. Die Gewinnung von Anti- 
gen durch Virusisolierung gemaB den oben be- 
schriebenen Verfahrensschritten und nachfolgen- 
de Viruszuchtung folgen dann in an sich fOr die 
Vaczineherstellung bekannter Weise. 

Wie erwahnt ist das Reinigungsverlahren und 
die Anreicherung von Fibronectin durch Kryopra- 
zipitation bekannt 

Nicht bekannt war die Bindung von Viren bzw. 
Antigene an Fibronectin durch Virusbindungsstel- 
len im Fibronectinmolekul und seinen Spaltpro- 
dukten, die Maskierung von Viren bzw. Antigenen 
durch Bindung an Fibronectin und an Spaitproduk- 
te von Fibronectin, so daB sie nicht mehr immuno- 
logisch nachweisbar sind sowie die Mdglichkeit, 
gebundene Viren aus der Bindung frelzusetzen 
und somit der Einsatz des bekannten Reinigungs- 
verfahrens und der Anreicherung von Fibronectin 
durch Kryoprazipitation in Kombination mit einer 
VerdrSngungsreaktion oder einer enzymatlschen 
oder thermischen Abspaltung zur Isolierung von 
Viren bzw. Virusantigenen, 
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die Moglichkeit zur Isolierung von Viren bzw. 
Virusantigenen aus virusantigenhaltigen Suspen- 
sionen durch Zugabe von Fibronectin bzw. Fibro- 
nectinspaltprodukten und insbesondere, 

da nicht bekannt war. daB Non A-Non B-Hepati- 
tis-Virus durch Biodung an Fibronectin und seine 
Spaltprodukte maskiert wird, die Gewinnung von 
Non A-Non B-Hepatitis-Virus-Suspensionen, also 
des bis jetzt nicht bekannten Virus und somit des 
Antikorpers. 

Die immunologischen Testverfahren und Dia- 
gnosekits sind grundsatzlich bekannt. Ein Testver- 
fahren zur Diagnose von Non A-Non B-Hepatitis 
war bisher nicht bekannt. da der dazu erforderli- 
che Virus (= Antigen und somit auch der Antikor- 
per) fehlte. Diese Diagnoseverfahren und ein 
Testkit dazu sind nun moglich. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfin- 
dung. 

Beispiel 1 

Obersicht Qber den Verfahrensablauf 

Es sind die einzelnen Schritte am Beispiel der 
Gewinnung von Fibronectin und Virus bzw. Anti- 
gen aus Blut aufeinanderfolgend dargestellt 

1. Blut wird mit 0,11 molarem Natrium-Citrat im 
Verhaltnis 10 : 1 (Vo lumen zu Volumen) versetzt. 

2. Das Plasma wird durch Zentrffugation 
(1000 g) abgetrennt 

3. Es folgt die Kryoprazipitation von Fibronectin 
aus Blutplasma durch Zentrffugation mit 2000 g 
bei 0°C. 

3a. Der Oberstand wird dekantiert 

3b. Das Sediment enthalt angereichertes Fibro- 
nectin. Es wird bei Zimmertemperatur stehen ge- 
lassen. Dabei geht das ausgefallene Kryoprazipi- 
tat wieder in Losung. 

4. Es folgt die Reinigung von Fibronectin und die 
Herstellung von Rbronectinspaltprodukten, falls 
dies gewunscht ist 

4a. Das Kryoprazipitat wird auf einer das 20~fa- 
che Ausgangsvolumen des Plasma enthaitenden 
Saule Ampholine^ (pH-Gradient 3 bis 9) aufgetra- 
gen und 90 Minute n bei 1500 V, 30 W elektrofokus- 
siert Die bei pH 4,9 konzentrierten Proteine wer- 
den gesammelt und 48 Stunden gegen 0,1 M NaCI 
dialysiert Die Konzentration des Flbronectins in 
dlesen Fraktionen wird mit bekannten Methoden 
(Lasernephelometrie, Mancini-Technik) bestimmt 

4b. Die im Punkt 4.a) erhaltene vorgereinigte 
Fibronectinfraktion wird auf eine, das 4-fache Aus- 
gangsvolumen an Plasma enthaltende Saule auf- 
getragen, die mit der Bromcyan-Methode gekop- 
pelte Typ I Kollagen-Sepharose® enthalt Diese 
Sepharose^-Saule wurde zuvor mit 0,05 M Tris- 
HCI, 0,1 M NaCI, 0,4 M Epsilon-Aminocapronsau- 
re t pH 7,6, aquilibriert 

Die Elution der gebundenen Proteine erfolgt mit 
1 M Kalium-Bromid. 0,05 M Trls-HCI. 0,025 M Epsi- 
lon-Aminocapronsaure, pK 5,3. 

Die eluierten Proteine werden mittel Druckfiltra- 
tion elngeengt, der Fibronectingehalt mittels La- 
sernephelometrie Oder Mancini-Technik gemes- 
sen, die Reinheit mittels SDS Polyacrylamid-Elek- 



trophorese nach bekannten Verfahren Oberpruft. 
Wie erwahnt, ist diese Arbeitsweise bekannt. 

4c. Zur Herstellung von Fibronectin-Spaltpro- 
dukten wird Fibronectin mit 1/100 des Gewichtsan- 

5 teils Subtilisin (Carlsberg Typ VIII) in 0,01 M Tris- 
Puffer, pH 8,0, in Anwesenheit von 2 ml Trasylol*, 
0,02 M CaCI bei 37°C 60 Minuten verdaut. Nach 
Tieffrieren zur Beendigung der Enzymreaktion 
wird eine Menge von 20 nig Fibronectin auf der 

io unter 4.b) beschriebenen Kollagen-Seph arose® 
getrennt, die nicht-kollagenbindenden Bruchstuk- 
ke aus dem Durchlauf werden nach Konzentrie- 
rung durch Druckfiltration auf einer 68 x 15 cm 
messenden Saute Sephacryl® 300 getrennt Die 

is Aquilibrierung der Saule erfolgt mit 0,05 M Tris- 
HCI, pH 7,6. Die fibronectinbruchstuckhaltigen 
Fraktionen werden gesammelt und in ublicher 
Weise konzentriert Die Proteinbestimmung er- 
folgt nach Lowry. Die Bruchstucke werden fur die 

20 Virusbindungen eingesetzt 

Freisetzung und Gewinnung der gebundenen 
Viren: 

5. Die Losung, die entweder angereichertes Fi- 
bronectin, gereinigtes Fibronectin Oder Fibronec- 

25 tin-Spaltprodukte enthalt wird 

5.a mit speziellen Enzymen, insbesondere Neu- 
raminidase oder Chymotrypsin und/oder Deter- 
gentien, z.B. SDS versetzt Oder auf 80 °C (10 min) 
erhitzt und solchermaBen der Bindungsmechanis- 

so mus zwischen Fibronectin und Virus zerstort 

5.b Alternativ dazu kdnnen angereichertes Fi- 
bronectin, gereinigtes Fibronectin Oder Fibronec- 
tin-Spaitprodukte enthaltende Losungen mit Sub- 
stanzen oder Viren, Z.B. Hepatitis A-Virus, ver- 

i5 setzt werden, die um die gteiche Virusbindungs- 
stelle am Fibronectin konkurrieren. Dies fuhrt zu 
einer kompetitiven Verdrangung und damit Frei- 
setzung von an Fibronectin-Bindungssteilen ge- 
bundenen Viren. 

40 6. Gewunschtenfalls erfolgt die weitere Reini- 
gung solcherart aus Fibronectin oder aus Fibro- 
nectin-Spaltprodukten freigesetzter Viren und die 
Entfernung der zur Freisetzung eingesetzten Hilfs- 
stoffe, wie Enzyme, Detergentien oder Viren, mit- 

4$ tels Dichtegradienten-Zentrifugation in einem Ca- 
sium-Chlorid-Gradient nach bekannten Verfahren. 

7. Die einzelnen Fraktionen des Gradienten 
werden . 

a) eluiert, 
so b) deren Dichte bestimmt und 

c) gegen 0,15 molares NaCI dialysiert. 

8. Der Nach we is der entsprechend ihrer Dichte 
In den einzelnen Fraktionen enthaltenen Viren 
erfolgt mittels Antigen-Antikorper-Bindungsreak- 

55 tionen. 

Die weiteren Beispiele erlautern Grundlagen 
der Gewinnung und Einzelschritte. 

Beispiel 2 

so Nachweis der Virusbindung an Fibronectin- 
Antlkdrperreaktion durch Fibronectin 
und seine Spaltprodukte 

Mit Hepatitis-A-Vlrus-Antikdrpern beschichtete 
Polystyrol-Kugeln wurden in eine Hepatitls-A- 

05 Virus-Suspension eingebracht und die Bindung 
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des Hepatitis-A-Virus in bekannter Weise durch 
Zugabe von mit 12S J-markiertem Hepatitis-A-Anti- 
korper nachgewiesen. Dieser radioimmunologi- 
sche Nachweis von Hepatitis-A-Virus gelingt nicht 
mehr, wenn zur Virussuspension Fibronection 
Oder spezielle, namlich Koliagen nicht bindende 
Bruchstucke des Fibronectins zugegeben wurden. 
Hingegen gelingt der radioimmunologische Nach- 
weis, wenn das Fibronectin bzw. die genannten 
Bruchstucke nach bzw. vor der Antigen-Antikor- 
per-Bindung mit dem Antikdrper in Kontakt ge- 
bracht " werden. Das Fibronectin bzw. seine 
Bruchstucke beeintrachtigen also nicht die Bin- 
dungsfahigkeitdes Antikdrpers, sie maskieren je- 
doch das Antigen, so daS dieses nicht mehr vom 
Antikorper gebunden werden und demnach auch 
nicht mehr radioimmunotogisch nachgewiesen 
werden kann. 

Es wurde noch ein weiteres Virusantigen - R6- 
telnantigen - (der Firma Organon) auf Bindung 
und Maskierung im Hamagglutinations-Hemmtest 
gepruft Dieser in der Virologie ubliche Hamagglu- 
tinations-Hemmtest wird nach bekannten Verfah- 
ren durchgefuhrt Besonders vorbehandelte 
Schafserythrozyten werden durch Zugabe von Vi- 
rusantigen, in diesem Fall R6telnantigen, aggluti- 
niert Diese Agglutination kann verhindert wer- 
den, indem antikdrperhaltige Seren vor Zugabe 
der Schafserythrozyten mit dem Virusantigen (R6- 
telnagglutinin) zusammengebracht werden. Die 
Bindung dieses Antigens an die Antikdrper ver- 
hindert daraufhin die Agglutinierung der Erythro- 
zyten. Um unspezifische Hemmstoffe zu entfer- 
nen, werden die Seren zuerst an Kaolin und 
Schafserythrozyten adsorbiert Die Zugabe von 
gleicherart adsorbiertem Fibronection sowie auch 
von nicht-adsorbiertem Fibronectin oder dessen 
Spaltprodukte zu Rotein-Agglutinin oder zu nicht- 
antikdrperhaltigen Seren verhindert die roteinan- 
tigenspezifische Agglutination der Indikator- 
Erythrozyten. Entsprechende Kontrollen, die den 
AusschluS von Antikdrpern und unspezifischen 
Inhibitoren gewahrten, wuden durchgefuhrt 

Unspezifischer Nachweis der Hepatitis-A- und 
Hepatitis-B-Virusantigene mittels ihrer Bindung 
an Fibronectin 

Polystyrolkugeln 6,5 mm im Durchmesser wur- 
den in elne Fibronectinlosung (30 u,g Fibronectin/ 
ml, 0,1 M Carbonatpuffer pH 9,2) eingebracht und 
16 Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert Nach 
ausgiebigem Waschen wurden die fibronectinbe- 
ladenen Kugeln mit 200 ul Hepatitis-A-Vlrus- 
Suspension inkubiert Die Hepatitis-A-Vlrus- 
Suspension wurde im Radioimmunoassay auf die 
Anwesenheit von Hepatitis-A-Viren uberpruft und 
zur Reinigung von Hepatitis-A-Viren nach bekann- 
ten Verfahren (Siegel, G. und Frdsner, G„ J. Viro- 
logy 1978, 26, 40-47) eingesetzt Nach Inkubation 
uber Nacht bei Zimmertemperatur wurde die He- 
patitis-A-Virus enthaltende Stuhlsuspension mit 
phosphatgepufferter physio log ischer Kochsalzld- 
sung (versetzt mit 0,05% Tween* 20) ausgiebig 
gewaschen. Danach wurden 200 ul Tracer (ra- 
dioaktiv J 12S -markierte Antikdrper gegen Hepatitis- 



A-Virus) zugegeben und weitere drei bis vier 
Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach 
dieser Inkubationszeit wurde der Tracer durch 
ausgiebiges Waschen mit destilliertem Wasser 

5 entfernt und die auf den Kugeln gebundene Ra- 
dioaktivitat in einem Gamma-Zahler gemessen. 
Als Kontroilen dienten unbeschichtete Kugeln und ' 
gleicherart hergestellte Stuhtsuspensionen von 
Patienten, die keine Hepatitis-A-Viren im Stuhl 

10 aufwiesen. 

Der gleiche Ansatz erfolgte zum Nachweis der 
unspezifischen Bindung von Hepatitis-B-Viren 
bzw. Hepatitis-B-Virusoberflachenantigen. Anstel- 
le der A-Virus-Suspension wurden 200 u.l gereinig- 
15 tes Hepatitis-B-Surface-Antigen (kommerziell er- 
haltlicher gereinigter Impfstoff der Firma LABAZ) 
oder bekannte Hepatttis-B-Virus haltige Seren 
eingesetzt. 

20 

Beisptel 3 

Gewinnung virusbtndender Fibronectinbruch- 
s tu eke 

Fibronectin kann enzymatisch mit Subtilisin in 
K mehrere Bruchstucke gespaiten werden. Bruch- 
stucke, die Bindungsstellen fGr Kotlagen enthai- 
ten, erwiesen sich als ungeeignet fur die Bindung 
von Hepatitis virusantigenen. Die fOr die Vtrusbin- 
dung ungeeigneten, d.h. die kollagenbindenden 
x Bruchstucke, lassen sich in einfacher Weise durch 
Adsorption an Kollagen-Sepharose* abtrennen. 
Die virusbindenden Bruchstucke werden in be- 
kannter Weise durch chromatographische Metho- 
den nach Molekulargewichten getrennt Die hier- 
^ bei gewonnenen Bruchstucke weisen Molekular- 
gewichte zwischen 10 000 und 100 000 auf. 

Beispiel 4 

Freisetzung von an Fibronectin gebundenen 
40 Viren 

Die Freisetzung von an Fibronectin gebunde- 
nem Hepatitisvirusantigen konnte durch Zugabe 
von rezeptorzerstorenden Enzymen (Neuramini- 
dase, Chymotrypsin) durch Verdrangungsreaktio- 

45 nen oder durch Erhitzen erreicht werden. Speziell 
beim gesuchten Non-A-Non-B-Virusantigen (bzw. 
der mit Non-A-Non-B-Hepatitis assoziierten Sub- 
stanz) konnte eine besnders effektive Freisetzung 
durch Zugabe von Neuraminidase (das sogen. 

50 receptor destroying enzyme) sowie durch einfa- 
ches Erhitzen auf 60 °C (10 mtn) erreicht werden. 
Fur das Hepatitis-A-Virus ist die Freisetzung durch 
Erhitzen nicht geeignet da die Antigenltdt dieses 
Virus bei diesen relativ hohen Temperaturen zer- 

55 stort wird; gleichermaBen ist auch beim Hepatitis- 
A-Virus Chymotrypsin nicht fur die Freisetzung 
geeignet, da dieses Enzym die Antigeneigen- 
schaften des Hepatitis-A-Virus zerstdrt Bedingt 
geeignet fOr die Freisetzung des Hepatitis-A- 

eo Virus-Antigen ist Neuraminidase. Zusammenfas- 
send kann man feststellen, daB die jeweils geeig- 
nete Freisetzungsmethode nach spezifischen Vi- 
ruseigenschaften (Hitzestabilitat. SSurestabllitat, 
GrdBe, HQIIe, Stabilitit gegenuber Enzymen und 

es Detergentien) ausgewahlt werden muB. 
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Beispiet 5 

Reinigung der Virussuspension 

Die nach der Freisetzung der Vtrusantigene vor- 
liegende Suspension enthalt im aflgemeinen ne- 
ben den Antigenen Fibronectin oder Fibronectin- s 
bruchstucke Oder denaturiertes Fibronectin sowie 
die zur Freisetzung benutzte Substanz (z.B. Neu- 
raminidase). Eine Isolierung des Virusantigens 
aus dieser Suspension Oder eine Abtrennung sto- 
render Substanzen ist nur dann erfordertich, wenn to 
solche Substanzen bei Nachfolgereaktionen (z.B. 
Antigen-Antikorperreaktionen) storen. Eine sol- 
che Reinigung erfolgt nach bekannten Methoden. 
Beispielsweise kann denaturiertes Fibronectin 
durch Zentrifugieren aus der Virussuspension is 
entfernt werden. Eine weitergehende Reinigung 
kann durch chromatographische Trennung oder 
durch Gradientenzentrifugation erfolgen. 

Beispiel 6 20 
Maskierung von Virusantigen durch Rbronectin 

Soweitfestgestellt werden konnte, werden nicht 
alle gebundenen Virusantigene masklert Dies gilt 
insbesondere fur das Hepatitis-B-Oberflichenan- 
tigen, das slch im Gegensatz zum (maskierten) 25 
Hepatitis-A-Antigen im fibronectinhaltigen Serum 
nachweisen (aBt Wie das Hepatitls-A-Virusantl- 
gen wird auch das Non-A-Non-B- Virusantigen . 
(bzw. das mit Non-A-Non-B-Hepatitis assoziierte 
Partikel) durch Rbronectin maskiert Die Maskie- » 
rung von Hepatitis-A-Viren verhindert nicht, daB 
sie als Antigene wirksam werden, wie aus der 
Bildung spezifischer Antikdrper gegen Hepatitis- 
A-Virusantigene folgt 

35 

Beispiel 7 

Beweis fur die Freisetzung von 
Non-A-Non-B-Hepatitis-Virusantigenen 
aus Fibronectin 

Ein direkter Beweis fur die Freisetzung des 40 
Non-A-Non-B-Virusantigens aus Rbronectin kdnn- 
te nur durch eine infizierung geeigneter Tiere mit- 
tels der freigesetzten Substanz bzw. durch die 
Erzeugung von einer Non-A-Non-B-Hepatitis- 
lnfektion verhindernden Antikdrpern erbracht 45 
werden. Die Diagnose der Infektion von Tieren 
durch Non-A-Non-B-Hepatftis-Vlrus erfolgt durch 
den morphologischen Nachweis von Leberzellne- 
krosen und entzQndllchen infiltraten (histologi- 
scher Nachweis), den klinisch chemischen Nach- so 
weis anhand des Anstieges leberspezifischer En- 
zyme Im Serum sowie den gleichzeitigen Aus- 
schiufl anderer Lebererkrankungen, insbesonde- 
re den AusschluB von Hepatitis A und Hepatitis B. 

Ein indirekter Beweis fur die Freisetzung des 55 
Non-A-Non-B-Hepatitis-Virus wurde bei den Un- 
tersuchungen in folgender Weise erbracht: 

Ausgehend von den Oberlegungen, daB Nort-A- 
Non-B-Viren im Blut In freier Form mlttels den 
ublichen Testmethoden mit Radioimmunoassay bo 
bisher nicht nachgewiesen werden konnten und 
daB die HSufigkeit der Infektion bei Gaben von 
Plasmaderivaten in direkter Korrelation mit dem 
Rbronectingehalt der verwandten Plasmaderlva- 
te bei parenteral Obertragener Non-A-Non-B- *s 



Hepatitis stand, wurden fibronectinfreie biologi- 
sche Flussigkeiten auf die Anwesenheit von Sub- 
stanzen untersucht, die mit einer Non-A-Non-B- 
Hepatitis einhergingen. Die Ausscheidung von Vi- 
ren in verschiedene KorperflGssigkeiten, Sekrete 
und Exkrete ist bekannt und wird in der Virologie 
zum Nachweis von Viren eingesetzt (Virusnach- . 
weis im Speichel, Stuhl usw.). 

Anhand von uber 3000 Untersuchungen an Pati- 
enten mit sporadischer und parenteral erworbe- 
ner Non-A-Non-B-Hepatitis sowie an gesunden 
Kontrollpersonen und Patienten, die an anderen 
Virushepatitiden und Leberkrankheiten anderer 
Genese litten, konnte gezeigt werden, daB im Ver- 
laufe der Non-A-Non-B-Hepatitis eine spezielle 
Substanz im fibronectinfreien Stuhlfiltrat nachzu- 
weisen ist Der Nachweis dieser Substanz korre- 
liert mit der kiinischen Diagnose Non-A-Non-B- 
Hepatitis. Dieses mit Non-A-Non-B-Hepataitls as- 
soziierte Partikel wurde hinsichtlich seiner chemi- 
schen und physikalischen Eigenschaften unter- 
sucht Dazu wurden Stabilitit gegen organische 
Losungsmittel, Hitzeinaktivierung, Stabilitit ge- 
genOber verschiedenen Detergentien, Dichtegra- 
dientenzentrifugation im Casiumchloridgradien- 
ten und Saccharosegradi enten durchgefuhrt Die- 
ses Partikel laBt sich in gleicher Art wie das Hepa- 
titis-A-Virus durch Rbronectin maskieren und 
kann auch durch Zugabe von Hepatitis-A-Viren 
aus seiner Bindung vom Rbronectin verdrangt 
werden. Entsprechend ist setn Verhalten gegen- 
uber eiweiBabbauenden Enzymen und organi- 
schen Losungsmitteln. Entsprechend seinem Se- 
dimentationsverhalten handelt es sich urn stabiles 
partikulares Material ahnlich einem Virus, das 
zudem mit einer Jahreszeitllchen Haufung in den 
Wintermonaten und Fruhjahrsmonaten ausge- 
schteden wird. 

Methodik: 1 : 10 (GA0 verdunnte Stuhisuspensi- 
on von Patienten mit NANB-Hepatitis wurden nach 
zweimaliger Fallung mit 10% PEG-6000 und 
Freon-Extraktion mit DNase, RNase und Sarcosyl" 
(1%ig) inkubiert Das Sediment wurde auf einem 
Casiumchloridgradienten mit einer Dichte von 1,2 
bis 1 ,4 (g/ml) auf getragen und 6,24 und 42 h zentri- 
fugiert (30000 RPM). Die positiven Fraktionen 
wurden Im Saccharose-Gradienten von (5-30%) 
welter gereinigt (40 000 RPM) und mittels SDS- 
PAGE analysiert Die Stability gegenuber Enzy- 
men und Detergenzien wurde mit Chymotrypsin, 
Trypsin, Elastase, Papain, Pepsin, Pronase, DNa- 
se, RNase, Neuraminidase und SDS untersucht 
Die Hitzestabilltat wurde Qber einen Bereich von 
37 °C bis 100 °C geprOft Je 50 jig Protein pro ml 
der Substanz wurden zusammen mit kompletten 
Freund'schen Adjuvanz zum Immunisierung von 
Kaninchen eingesetzt. Die Oberprufung der Bin- 
dungsaffinitat der Substanz erfolgte nach 125 J- 
Markierung und Inkubation mit normalem 
menschlichen Serum und anschlieBender chro- 
matographischer Trennung (Biogel* Ac 34). 

Ergebnisse: Ein Hauptpeak der Substanz fand 
sich konstant bei einer Dichte von 1,25 bis 1,26 
(g/ml). In der SDS-PAGE steilten sich zwei Poly- 
peptide mit einem Molekulargewicht bei 40 000 D 
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dar. Die 125 J-markierte Substanz zeigte eine starke 
Affinitat gegen alle chromatographisch trennba- 
ren Serumfraktionen. Pronase®-, Papain- und 
Pepsinbehandlung sowie Zusatz von 0,1% SOS 
zerstdrte die Bindungsaffinitat des gereinigten 
Materials, das sich gegenuber den anderen Enzy- 
men sowie gegenuber einer Erhitzung auf 70 °C 
uber 45 Min. als stabil erwies. Die mit der Sub- 
stanz immunisierten Kaninchen bildeten spezifi- 
sche Antikorper. 

Bei prospektiver Untersuchung zur Frage einer 
posttransfusionaren Hepatitis unter EinschiuB ei- 
ner Untersuchung des Stuhls auf das Vorhanden- 
sein einer der Hepatitis NANB assozierten Sub- 
stanz wurde bei einer Reihenuntersuchung fest- 
gestellt, daB 21% der Patienten im Stun! positiven 
Befund zeigten, von denen 63% manifest an einer 
Hepatitis erkrankten. Weitere 25% entwickelten 
bis zum Stichtag einen Anstieg der Gamma-GT. 
Nur bei 5,5% lieBen sich keine Veranderungen 
feststellen. Somit 1st aus der Sicht eines positiven 
Tests einer der Hepatitis NANB assozierten Sub- 
stanz im Stuhl zu 97,5% der Falle mit einer ver- 
mutiich infektionsbedingten Leberschddigung zu 
rechnen, fails eine Transfusion vorausgeht Die 
Gesamtzahl n der Patienten, bei denen eine genu- 
gend lange Dauer nach der Transfusion vorlag, 
demgemiB eine dem Studienziel entsprechende 
Diagnose gestellt werden konnte, betrug 38. 

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit des Ver- 
fahrens der Erfindung besteht in einer Abando- 
ning wobei das Fibronectin aus dem Blutplasma 
vor Freisetzung des Virus bzw. Antigens entfernt 
und so ein virusfreies Blutplasma erhalten wird. 
Diese Modifikation ist noch wichtiger bei der Her- 
steliung von Blutplasmafraktionen, z.B. Gamma- 
globulin oder Faktor 8. Bei der Qblichen Herstel- 
lung solcher Blutplasmafraktionen findet eine ge- 
wisse Anreicherung von Fibronectin statt und die 
Entfernung des Fibronectins entfernt gleichzeitig 
alle Viren bzw. bindungsflhige Antigene, so daB 
virenfreie Plasmafraktionen erhalten werden. 

Der Ausdruck «Flbronectin», wie er hier ver- 
wendet wird, bezieht sich insbesondere auf 
menschliches Fibronectin und auf das Fibronectin 
von Primaten allgemein. Da Fibronectin artspezi- 
fisch ist kdnnen Unterschlede bestimmter aktiver 
Gruppen der Fibronectinstruktur auftreten die die 
BindungsfahigkeitfGr Viren, insbesondere Non-A- 
Non-B-Virus bzw. die entsprechenden Antigene, 
nicht auftreten lassen. Im LIchte der obigen Be- 
schreibung kann dies jedoch von Fall zu Fall be- 
stimmt werden, wenn mit einem anderen Fibro- 
nectin als dem von Primaten gearbeitet werden 
soil. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Gewinnung von Viren bzw. 
Virusantigen aus biologischem Material, insbe- 
sondere Korperflussigkeiten, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Ausgangsmaterial eine fi- 
bronectinhaltige Kdrperflussigkeit Oder ein mit Fi- 
bronectin versetztes biologisches Material ver- 
wendet und das Virus bzw. das Virusantigen durch 



an sich bekannte Zerstdrung des Bindungsmecha- 
nismus, insbesondere durch spezielle Enzyme 
und/oder Detergenzien oder durch Verdrangungs- 
reaktionen oder Erhitzen freisetzt und gegebenen- 
5 falls aus der erhaltenen Suspension die Viren 
bzw. das Virenantigen isoliert und gewunschten- 
falls in an sich bekannter Weise reinigt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man statt Fibronectin Fibronectin- 

10 bruchstucke, die zur Bindung von bestimmten Vi- 
ren bzw. Virenantigen befahigt sind, einsetzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB man Non A-Non B-Hepatitis- 
virus bzw. -virusantigen aus Fibronectin Oder des- 

is sen BruchstOcken gewinnt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man als 
Kdrperflussigkeit Blut oder als biologisches Mate- 
rial ein Stuhlhomogenlsat verwendet 

20 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
Freisetzung des Virus bzw. des Virusantigens mit 
Neuraminidase oder Chymotrypsin durchfuhrt 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
25 Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man die 

Freisetzung des Virus bzw. Virusantigens durch 
Erhitzen durchfOhrt 

7. Anwendung des Verfahrens nach einem der 
Ansprflche 1 bis 6, insbesondere Anspruch 4 fur 

50 Screening-Tests, Insbesondere zur FrQherken- 
nung von Vireninfektionen durch Stuhluntersu- 
chung, insbesondere fur Posttransfusions-Hepati- 
tis. 

8. Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 
33 zur Gewinnung von virus- bzw. antigenfreien Blut- 
plasmafraktionen durch Entfernen des Fibronec- 
tins mit dem daran gebundenen Virus oder Anti- 
gen aus dem Plasma vor der Freisetzung des 
Virus bzw. Virusantigens. 

40 9. Diagnosekit zur Diagnose von durch Fibro- 
nectin oder dessen BruchstOcken maskierten Vi- 
ren bzw. Virenantigenen, enthaltend neben mar- 
kierten Antigenen sowie markierten und nicht 
markierten speziflschen Antikorpern gegen diese 

45 Antigene zusatzlich Reagenzien, welche die Frei- 
setzung der gebundenen Viren bzw. Virenantige- 
ne aus Fibronectin oder dessen BruchstOcken er- 
mdglichen. 

10. Diagnosekit nach Anspruch 9, dadurch ge- 
so kennzeichnet, daB zur Freisetzung von gebunde- 
nem Virus bzw. Antigen Neuraminidase oder Chy- 
motrypsin und gegebenenfalls Kollagen-Sepharo- 
sefilter enthalten sind. 

55 Claims 

1. Process for obtaining viruses or viral antigen 
from biological material, especially body fluids, 
characterized in that the starting material used is 

eo a fibronectin-containing body fluid or a biological 
material to which fibronectin has been added, and 
the virus or the viral antigen is released by des- 
truction, which is known per se, of the mechanism 
of binding, especially by specific enzymes and/or 

es detergents or by displacement reactions or heat- 
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ing, and. where appropriate, the viruses or the 
viral antigen is isolated from the resulting suspen- 
sion and, if desired, further purified in a manner 
known per se. 

2. Process according to Claim 1. characterized 
in that in place of fibronectin flbronectin fragments 
which are able to bind particular viruses or viral 
antigen are used. 

3. Process according to Claim 1 or 2, charac- 
terized in that non-A, non-B hepatitis virus or viral 
antigen thereof is obtained from fibronectin or 
fragments thereof. 

4. Process according to one of the preceding 
claims, characterized in that blood is used as body 
fluid or a stool homogenate is used as biological 
material. 

5. Process according to one of the preceding 
claims, characterized in that the release of the 
virus or of the viral antigen is carried out with 
neuraminidase or chymotrypsin. 

6. Process according to one of the preceding 
claims, characterized in that the release of the 
virus or viral antigen is carried out by heating. 

7. Use of the process according to one of Claims 
1 to 6, especially Claim 4 for screening tests, 
especially for the early diagnosis of viral infec- 
tions by examination of stool, especially for post- 
transfusion hepatitis. 

8. Use of the process according to Claim 1 for 
obtaining blood plasma fractions which are free of 
virus or antigen by removing the fibronectin with 
the antigen or virus bound thereto from the plas- 
ma before the release of the virus or viral antigen. 

9. Diagnosis kit for the diagnosis of viruses or 
viral antigens masked by fibronectin or the frag- 
ments thereof, containing besides labelled anti- 
gens together with labelled and unlabelled specif- 
ic antibodies against these antigens additionally 
reagents which make possible the release of the 
bound viruses or viral antigens from fibronectin or 
the fragments thereof. 

10. Diagnosis kit according to Claim 9, charac- 
terized in that neuraminidase or chymotrypstn 
and, where appropriate, coilagen-Sepharose fil- 
ters are contained for the release of bound virus or 
antigen. 

Revendlcations 

1. Precede d'obtention de virus ou d'antigene 
de virus a partir d'une matiere biologlque. notam- 
ment liquides du corps, caracterise en ce qu'on 
utilise comme matiere premiere un liquide corpo- 
ret contenant de la fibronectine ou une matiere 
biologique melangee a de ta fibronectine et en ce 



qu'on libere le virus ou Tantigene de virus, par 
destruction connue en soi du mecanisme de liai- 
son notamment par enzymes speciales et/ou de- 
tergents ou par reaction de deplacement ou par 
5 chauffage et en ce que, le cas echeant, on isote de 
la suspension ainst obtenue, les virus ou Tanti- 
gene de virus qui, si souhaite, sont purifies d'une 
maniere connue en soi. 

2. Procede suivant la revendication 1, caracte- 
w rise en ce qu'on met en ceuvre, a la place de la 

fibronectine, des fragments de fibronectine qui 
sont aptes a lier des virus ou un antigene de virus 
determines. 

3. Procede suivant la revendtcation 1 ou 2, ca- 
is racterise en ce qu'a partir de la fibronectine ou de 

ses fragments on obtient des virus ou des antige- 
nes de virus de ('hepatite non-A non-B. 

4. Procede suivant Tune des r eve ndi cations pre- 
cedentes, caracterise en ce qu'on utilise comme 
liquide corporel, du sang, ou comme matiere bio- 
logique, un homogenisat des selles. 

5. Procede suivant Tune des revendications pre- 
cedents, caracterise en ce qu'ort procede a la 
liberation du virus ou de Tantigene du virus avec 

25 de la neuraminidase ou de la chymotrypsine. 

6. Procede suivant Tune des revendications pre- 
cedentes, caracterise en ce qu'on procede a la 
liberation du virus ou de Tantigene du virus par 
chauffage. 

30 7. Utilisation du procede suivant Tune des re- 
vendications 1 a 6, en particulier la revendication 
4 pour des tests de selection (screening), en parti- 
culier pour la determination precoce d' infections 
virales par analyse de selles, notamment pour des 

35 hepatites post-transfusionnelles. 

8. Utilisation du proc6de suivant la revendica- 
tion 1 pour Tobtention de fractions de plasma 
sanguin exemptes de virus ou d'antigene de virus 
par elimination du plasma de la fibronectine tiant 

40 virus ou antigene avant la liberation du virus ou de 
Tantigene. 

9. Kit de diagnostic pour diagnostiquer des virus 
ou des an ti genes de virus camoufles par la fibro- 
nectine ou ses fragments, comportant des antige- 

45 nes marques et des antlcorps specifiques mar- 
ques et non marques, diriges contre ces antige- 
nes, ainsi que des reactifs supplemental res aptes 
a assurer la liberation des virus ou des antigenes 
de virus lies a la fibronectine ou a ses fragments. 

50 10. Kit de diagnostic selon la revendication 9, 
caracterise en ce qu'il comporte de la neuramini- 
dase ou de la chymotrypsine et le cas echeant un 
filtre sepharose-collagene pour la liberation du 
virus ou de Tantigene du virus lie. 
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